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要約：ハナノキはカエデ属の日本固有種で，愛知県，岐阜県および長野県の限られた地域に自生している。
本樹木は，個体数が減少していることから環境省レッドリストの絶滅危惧Ⅱ類に選定され，その種の存続が
危ぶまれている。植物病原菌 Phyllosticta minima によって引き起こされる褐色円斑病は，ハナノキに深刻
な被害を与え，天然更新の阻害要因となっていることが考えられている。本研究では，ハナノキ罹病組織か
ら病原菌を特異的に検出し，病害防除の上で重要となる感染経路を特定する目的で，種特異的プライマーを
設計した。種特異的プライマー PmiF および PmiR は，P. minima の rDNA ITS 領域の塩基配列から設計
され，分離菌株由来の全 DNA を用いた PCR 法で，その特異性が確認された。愛知県名古屋市で採集され
たハナノキ組織から病原菌の検出を試みたところ，罹病葉のみならず潜在的に感染している無病徴の葉から
も病原菌の検出が確認された。さらに，東京都八王子市に植栽されたハナノキの葉，葉柄，小枝，冬芽およ






















ナノキの自生地および植栽地において，5 月から 6 月頃に
かけて，葉に褐色で円形の斑点病斑を呈し，幼苗から成木
のいずれのステージにおいても観察されている3）。これま































































　ハナノキの褐色円斑病菌 P. minima に対する種特異的
プライマーを設計するために，DNA Data Bank of Japan13）
（DDBJ）により取得した P. minima の rDNA の Internal 





















pachysandricola  S.  Wikee,  K.  Motohashi  &  Crous
（MUCC0124, NBRC102276），コウヤマキ由来のPhyllosticta 
sp. の分離菌株由来の全 DNA, 合計 14 種 15 試料を用いて
PCR を行った。PCR 反応液は，菌体 DNA 1 µl, PCR Buffer 
6.25 µl, Tks GflexTM DNA ポリメラーゼ 0.25 µl（タカラバ
イオ（株）），各プライマー 1.25 µM および滅菌蒸留水 4.25 µl
を加え，全量 12.5 µl に調整した。PCR は TaKaRa PCR 
Thermal Cycler DiceⓇ Gradient（タカラバイオ（株））に
て 95℃ 10 分 の 後，94℃ 10 秒，66.5℃ 30 秒，72℃ 30 秒
の増幅サイクルを 35 サイクル繰り返し，最後に 72℃ 10
分の伸長反応を行った。その後，得られた PCR 産物 3 µl
とローディングバッファー 1 µl を加え，TAE 緩衝液中の




　ハナノキ罹病葉の全 DNA から P. minima を特異的に
検出する方法を検討した。試料は，平成 26 年 6 月，愛知県







cm）に入れ，1 および 2 日間静置し，室温下で静置した。















体 hana1, hana7, hana9 および hana11 の 4 本を供試木と
102 矢野・本橋
した。各供試木から葉，葉柄，当年枝および冬芽を採集し
た。平成 27 年 5 月から 7 月の間は腋芽を冬芽として採集
した。採集は平成 27 年 8 月を除く 5 月から 11 月までは月
2 回，平成 27 年 12 月から平成 28 年 3 月までは月 1 回の
頻度で行った（表 1）。試料はそれぞれ，滅菌水で 10 秒間
洗浄し，2 日間の湿室処理の後，罹病葉から DNA 抽出を
行う実験と同条件で行った。PCR 反応液の調整および










ライマーによる PCR 反応は，P. minima における rDNA 
ITS 領域のうち，5’ 末端から 389 番目～593 番目の 205 bp
の増幅が見込まれた。種特異的プライマー PmiF および
PmiR による PCR 反応を確認するために，ハナノキおよ
びメグスリノキ由来の P. minima および近縁種 13 種の分
離菌株から抽出された DNA を用いて PCR 反応を行った。
その結果，カエデ属ハナノキおよびメグスリノキから分離
された P. minima のみ，205 bp の位置に増幅が確認され









表 1　東京都八王子市に植栽されたハナノキの各器官から検出された P. minima と試料数．（検出数/試料数，－；未調査）
図 1　分離菌株由来の DNA を用いた P. minima の検出．M 100 bp ラダーマーカ （ーアプロサイエンス（株））．1 P. minima（ハナノキ）．
2 P. hamamelidis．3 P. gardeniicola．4 P. aspidistricola．5 Phyllosticta sp.（コウヤマキ）． 6 P. cryptomeriae．7 P. ampelicide．
8 P. ardisiicola．9 P. alliacea．10 P. camelliae．11 P. capitalensis．12 P. pachysandricola．13 P. cruenta．14 P. kobus．
15 P. minima（メグスリノキ）
103ハナノキに褐色円斑病を引き起こす Phyllosticta minima の種特異的プライマーを用いた PCR 法による検出
て褐色円斑病菌 P. minima を特異的に検出する方法を検
討した。褐色円斑病の感染が疑われるものの病斑を形成し
ていない無病徴の葉からは，1 日間の湿室処理区で 19 試
料中 5 試料，2 日間の処理区で 18 試料中 15 試料に P. 
minima が検出された。病斑を形成している罹病葉からは，
1 日間の湿室処理区で 24 試料中 6 試料，2 日間の処理区で
23 試料中 20 試料に P. minima が検出された。以上のこ
とから，病斑を形成していなくとも，2 日間の湿室処理で















柄からは，8 月を除く 5 月初旬から落葉する 10 月まで P. 
minima が検出された。当年枝は，hana1, 9 および 11 の
調査木において P. minima の検出は低い傾向にあり，7
月以降はほとんど検出されなかった。冬芽を形成する腋芽
は 6 月および 7 月から P. minima が検出され，冬芽とし




PmiR は，カエデ属由来の P. capitalensis を含む近縁種 14
種の分離菌株由来の全 DNA から PCR を行った結果，P. 
minima に特異性があることが確認された。これまで，ハ
ナノキ褐色円斑病菌の診断において，従来の形態的特徴に






minima の rDNA ITS 領域の塩基配列を基に作製されたプ












て，種特異的プライマーによる P. minima の検出を試み
た。これまで，採集直後の試料から抽出された植物体由来
























図 2　罹病葉由来の全 DNA を用いた P. minima の検出．M 50 
bp ラダーマーカー（アプロサイエンス（株））．1-2 無病徴
の罹病葉．3-4 病斑を形成した罹病葉．1 湿室処理 1 日．2
湿室処理 2 日．3 湿室処理 1 日．4 湿室処理 2 日．








の試料から P. minima が検出された。本橋ら3） は，ハナ
ノキ褐色円斑病の葉に対する病原性の確認試験から，P. 
minima の接種 1 ヶ月後に病徴を再現したことから，菌の
潜伏期間は約 1 ヶ月であると報告した。また，東京都八王
子市のハナノキにおいて，平成 26 年 5 月中旬に病斑の形
成が認められ，且つ，5 月初旬には P. minima が検出され
ていることから，少なくとも 4 月中旬以前には，葉を形成










で発生している P. minima によるサトウカエデやアメリ
カハナノキの病害において，降雨または高湿度条件下で病
原菌の分生子が分散していると推測されている18）。東京都
八王子市の調査木 hana1, 7, 9 および 11 の調査において，
5 月下旬より 9 月までに葉上のみで分生子の形成が認めら
れていることから，6-7 月の梅雨および 9 月の秋雨による
雨媒によって分生子の分散が行われていると推測した。種
特異的プライマーによる検出の結果，5 月以降には葉から，
6 月以降に腋芽または冬芽から P. minima が検出されて
いることから，葉から腋芽（冬芽）に感染したと推測され
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maple and caragana  ;  In Diseases of  trees  in  the great 
plains. U.S. Department of Agriculture, Fort Collins, pp. 
10-11.



















tissue samples of  leaves, petioles,  twigs, winter buds, and axillary buds.   These results suggest that P. 
minima  infects axillary  (winter) buds  from June to July via previously  infected  leaves,  thus becoming 
latent and finally triggering primary infections in the following year.
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